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背景・目的 
リンパ脈管筋腫症 (Lympangioleiomyomatosis, LAM) は異常な平滑筋様細胞である LAM
細胞が肺やリンパ節で異常に増殖し, 肺において多発性の嚢胞を形成する腫瘍性の難治疾
患である. 主な臨床症状は労作時呼吸困難, 気胸, 咳嗽, 乳び胸水・腹水である. 発症は妊娠
可能年齢の女性に多く, 2–6 /100 万人の有病率であると予測されている. 治療は進行を抑え
る mammalian target of rapamycin (mTOR) 阻害薬や対症療法が中心であり, 末期の呼吸
不全に対しては肺移植が行われている. LAM は常染色体優性遺伝性疾患の結節性硬化症 
(tuberous sclerosis complex, TSC) に合併する LAM (TSC-LAM) と TSC を伴わない孤発
性の LAM (Sporadic-LAM, S-LAM) に分類される. LAM は 2-hit の遺伝子変異が原因であ
ると考えられている. TSC-LAMではTSC1 またはTSC2の生殖細胞系列変異に加えて病変
部に同じ遺伝子の体細胞変異またはヘテロ接合性の消失 (Loss of heterozygosity, LOH) が
原因として同定されており, S-LAM では TSC2 の 2 つの異なる体細胞変異または体細胞変
異と LOH の組み合わせが報告されている (Carsillo et al. 2000; Smolarek et al. 1998). 本
研究では, S-LAM を対象に患者由来の病変部サンプルを用いて TSC1, TSC2 遺伝子の体細
胞変異の検出を目的に次世代シークエンサーによるディープシークエンスを行なった. ま
た, 変異アレル頻度が低い変異に対してはドロップレット・デジタル PCR を用いて変異の
有無について検証を実施した. 
 
 
対象・方法 
本研究では病理組織学的に LAM と診断された 9 例の S-LAM 女性患者を対象とした. サン
プルは血液 (n=9), 肺病変部組織 (n=7), LAM 細胞の初代培養細胞 (n=4), 胸水中の LAM
細胞集塊 (LAM cell clusters, LCCs, n=1) を用いた. 始めに TSC1, TSC2 を Long-range 
PCR で増幅し, 次世代シークエンサーによるディープシークエンスで変異スクリーニング
を実施した. 患者血液と LAM 病変部サンプルで塩基配列の比較を行い, 病変部特異的に認
められる体細胞変異候補を抽出した. 次に抽出されたそれぞれのバリアントに対し 200 bp
程度の PCR 産物からターゲットディープシークエンスで検証を行なった. 検証にはスクリ
ーニングで使用したサンプルに加えて, Laser capture microdissection も追加し解析した. 
同定された体細胞変異のうち変異アレル頻度が 20%以下であった低頻度の体細胞変異につ
いては正確性の高いドロップレット・デジタル PCR での検証も実施した. また, 変異アレ
ル頻度が 10％以上のサンプルについては TSC１, TSC2 領域のディープシークエンスデー
タを利用して LOHの解析を行なった. 変異が検出されなかったサンプルについては分子バ
ーコードを利用し、mTOR pathway 関連の 40 遺伝子のディープシークエンスを実施した. 
 
結果 
TSC1, TSC2 のスクリーニングにおいて解析対象領域の平均 read depth は血液では
TSC1：1,817 ×, TSC2：1,820 ×, LAM サンプルでは TSC1：2,002 ×, TSC2：3,042 ×であ
った. また, 解析対象領域の98.7 %は200リード以上でシークエンスされていた. 体細胞変
異候補となるバリアントは 8 人の患者に 19 個検出された. これらのバリアントに対しター
ゲットディープシークエンスで検証を行ない, 平均 read depthは143,516 ×であった. ター
ゲットディープシークエンスでも変異が認められたのは 6人の患者の 9変異で, そのうち 8
変異はタンパク質が短縮型となるかスプライス部位の変異であり機能喪失型の変異であっ
た. 残りの1変異はミスセンス変異であったが変異の病原性を予測する3つのソフトウェア
ではすべて病原性が高いと判定された. これらの変異アレル頻度は 1.7-46.2％で, 20%以下
の変異に対して実施したデジタル・ドロップレット PCR でもディープシークエンスとほぼ
同様の変異アレル頻度であった. また, 変異を 2 つ認めた 3 人のうち、2 人は 2 つの変異の
アレル頻度が異なっていた. LOH解析では 2サンプルにLOHが関与すると考えられるアレ
ル頻度の偏っているバリアントが連続している TSC2 遺伝子の領域を検出し, その領域は
少なくとも 1.8 kbと 10 kbのサイズであった. mTOR pathway 関連遺伝子のスクリーニン
グでは TSC1, TSC2 の体細胞変異が検出されなかった 6 サンプルを対象に実施し, LAM 細
胞の初代培養細胞に 1 つ体細胞変異が認められたが同一患者の LAM 組織には認められず, 
その変異の病原性については不明である. 
 
考察 
本研究ではS-LAM患者9人中6人 (67%) に体細胞変異を認め, その6人のうち5人 (83%) 
は TSC2に 2-hitの変化が認められた (3人は 2つの体細胞変異, 2人は 1つの体細胞変異と
LOH を検出). 変異アレル頻度は肺病変部組織で 1.73–23.5％, 全ゲノム増幅を行なった
Laser capture microdissection サンプルでは 1.83-46.2 %であった . Laser capture 
microdissectionによって変異アレル頻度が上昇してはいるものの, 6変異中4変異は変異ア
レル頻度が 10%以下であった. Laser capture microdissection サンプルの変異アレル頻度
が低い原因として, LAM 結節の細胞集団が高い異質性を持っている可能性が免疫染色 
(Clements et al. 2015) やこれまでの変異解析 (Badri et al. 2013) から示唆されており, 
LAM 結節の中に変異を有さない細胞群が含まれている事が考えられた. 本研究では LAM
肺病変部組織のLAM細胞が異質性の高い細胞集団の中に存在していることを確認した. よ
って LAM 細胞の変異検出には次世代シークエンサーなどの高感度な方法で実施する必要
がある. 
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